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Sinteza in reaktivnost pirenmetilaminskega fluorescenčnega 
derivatizacijskega reagenta  
Povzetek: Zaradi negativnega vpliva H₂S na kvaliteto vin, je določanje njegove 
koncentracije ključnega pomena. Za njegovo določevanje je na voljo veliko 
različnih metod kot so kolorimetrična analiza z UV-Vis spektrometrom, detekcija 
s pomočjo kemiluminiscence, plinska in tekočinska kromatografija z masno 
spektrometrijo ter tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti z detekcijo 
fluorescence, vendar vse niso primerne za določevanje H₂S v vzorcih vina. 
Znanstveniki so nedavno odkrili nov, poceni in stabilen derivatizacijski reagent N-
(3-jodo-2-oksopropil)piren metanamin, ki preko derivatizacije H₂S skupaj s 
tekočinsko kromatografijo visoke zmogljivosti z detekcijo fluorescence omogoča 
selektivno določevanje H₂S v vzorcih vina. 
 




Synthesis and reactivity of a pyrenemethylamine derivatization reagent 
Abstract: Because of the negative effect H₂S has on the quality of wines, it is 
crucial that we can determine its concentration. There are many methods for its 
determination such as colorimetric analysis with UV-Vis spectrometry, detection 
with chemoluminescence, gas and liquid chromatography with mass 
spectrometry and high performance liquid chromatography with fluorescence 
detection, but they are not all suitable for detection of H₂S in wine samples. 
Recently the scientists have discovered a new cheap and stable derivatization 
reagent N-(3-iodo-2-oxopropyl)pyren methanamine. Coupled with the 
derivatization of H₂S and high performance liquid chromatography with 
fluorescence detection, the new reagent can enable selective determination of 
H₂S in wine samples. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
2-IAN  2-jodoacetilanilid  
AIEgens  luminogeni na osnovi emisije, inducirane z agregacijo (angl. 
aggregation-induced emission luminogens) 
DMS  dimetil sulfid 
FLD detektor fluorescenčne svetlobe (angl. fluorescence light detector) 
GC  plinska kromatografija (angl. gas chromatography) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti (angl. high 
performance liquid chromatography) 
LU  enota luminiscence oziroma enota svetlobe (angl. 
luminiscence/light units) 
MBB   monobromobiman  
MeSH  metantiol  
MMB   3-(bromometil)-2,6,7-trimetil-1H,5H-pirazolo[1,2-a]pirazol-1,5-dion   
NIPM  N-(3-jodo-2-oksopropil)piren metanamin  
ppm  število delcev na milijon (angl. parts per million)  
RP-HPLC reverzno-fazna HPLC (angl. reversed-phase HPLC) 
UV  ultravijolično (angl. ultraviolet) 
UV-Vis ultravijolična-vidna (angl. ultraviolet–visible) 
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1 Pregled literature 
1.1 Vodikov sulfid 
1.1.1 Osnovne lastnosti 
Vodikov sulfid je brezbarven plin z močnim vonjem po gnilih jajcih. Je vnetljiv in 
zelo strupen. Pri njegovem gorenju nastajajo strupeni hlapi in plini kot je na primer 
žveplov dioksid. Njegovo vrelišče je pri ‒60,2 °C. Ima večjo gostoto od zraka, 
zato se lahko nabira pri tleh zaprtih ter slabo prezračevanih prostorov kot so kleti, 
jaški in odtočni kanali. Kemično je podoben vodi, saj se kisik in žveplo nahajata 
v isti skupini v periodnem sistemu elementov[1],[2]. 
H₂S pogosto nastaja, ko bakterije razgrajujejo organske snovi v anaerobnih 
pogojih na primer v močvirjih in odtočnih kanalih. Žveplo-reducirajoče in sulfat-
reducirajoče bakterije dobijo energijo, ko oksidirajo vodik ali druge organske 
molekule v odsotnosti kisika, tako da reducirajo žveplo in sulfatne ione do 
vodikovega sulfida. Spet druge bakterije sproščajo H₂S pri razgradnji aminokislin, 
ki vsebujejo žveplo. H₂S se nahaja tudi v človeških in živalskih iztrebkih, saj 
nastaja pri razgradnji rastlinskih in živalskih beljakovin[3],[4]. 
H₂S najdemo tudi v vulkanskih plinih, zemeljskem plinu, surovi nafti, termalnih 
vrelcih ter v nekaterih podzemnih vodah, nastane pa lahko tudi pri nekaterih 
industrijskih dejavnostih, na primer pri proizvodnji hrane, pridelavi koksa, 
proizvodnji papirja, v usnjarnah ter v rafinerijah nafte[3],[4]. 
1.1.2 Vpliv na človeka 
H₂S lahko človek po vonju zazna že v zelo majhnih koncentracijah (nad 0,1 ppm). 
Če smo plinu izpostavljeni dlje časa ali če smo izpostavljeni zelo visoki 
koncentraciji plina, izgubimo sposobnost, da bi ga zaznali po njegovem 
značilnem vonju – pride do vohalne utrujenosti. Izguba možnosti zaznave z 
vonjem je lahko pri visokih koncentracijah takojšnja. Posledično se za zaznavo 
plina ne moremo zanesti na naš voh[1],[2]. 
Glavni način izpostavljenosti je vdihavanje H₂S, absorpcija skozi kožo je namreč 
minimalna. Vplivi na zdravje so zelo odvisni od časa izpostavljenosti in količine 
kemikalije. Pri ponavljajoči izpostavljenosti se lahko vplivi na zdravje pokažejo že 
pri količinah, ki drugače še ne bi imele vpliva na zdravje[1].  
Pri nižjih koncentracijah H₂S draži oči, nos, grlo in respiratorni sistem. Pri delu v 
nizkih koncentracijah se lahko ti efekti pojavijo šele po nekaj urah, včasih šele po 
nekaj dneh. Pri daljši ali ponavljajoči izpostavljenosti lahko povzroči vnetje oči, 
glavobol, utrujenost, razdraženost, nespečnost, motnje prebave in izgubo telesne 
teže[1].  
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Pri srednjih koncentracijah lahko H₂S povzroči močnejše draženje oči in 
respiratornega sistema (kašelj, težave z dihanjem, nabiranje tekočine v pljučih), 
glavobol, vrtoglavico, slabost in bruhanje[1]. 
Pri visokih koncentracijah lahko H₂S povzroči šok, krče, nezmožnost dihanja, 
nezavest, komo in smrt. Simptomi se lahko pojavijo že po nekaj vdihih, lahko tudi 
le po enem[1]. 
1.1.3 Prisotnost H₂S v vinu 
Žveplene vonjave so razlog za velik delež pokvarjenih vin, saj pokvarijo njihovo 
aromo, kar lahko posledično povzroči velike finančne izgube. Neželene vonjave 
so posledica nastajanja hlapnih žveplovih spojin z nizko molsko maso izmed 
katerih je H₂S tisti, ki ga najpogosteje najdemo nad mejo zaznave, ki je približno 
1 µg/L. Nad mejo zaznave sta včasih tudi metantiol (MeSH) in dimetil sulfid 
(DMS)[5],[6]. 
Eden izmed glavnih virov H₂S je alkoholno vrenje, saj lahko to molekulo iz 
elementarnega žvepla, sulfata in sulfita proizvajajo kvasovke. Faktorja, ki vplivata 
na količino H₂S, sta aktivnost encima sulfitna reduktaza, ki ga najdemo v 
kvasovkah, ter dušik, ki se lahko asimilira v kvasovkah. Na nastajanje H₂S in 
MeSH vpliva tudi metabolizem cisteina in metionina[5]. 
Med fermentacijo lahko koncentracija H₂S naraste tudi na nekaj sto µg/L, vendar 
je na koncu ta koncentracija zaradi hlapnosti H₂S in izpodrivanja z nastalim 
ogljikovim dioksidom precej nižja (običajno med 1 in 20 µg/L). Poleg tega vinarji 
uporabljajo še številne druge metode, da njegovo koncentracijo znižajo še preden 
se vino ustekleniči[5],[7]. 
Z izjemo DMS, za katerega je znano, da nastaja zaradi neencimske katalize S-
metilmetionina, pa ni znano zakaj se hlapne žveplove spojine z nizko molsko 
maso nabirajo v vinih tudi med procesom staranja. Do porasta koncentracije pride 
predvsem pri vinih, ki so bila shranjena v nepropustnih prostorih[5]. 
Pomemben je tudi podatek, da se v skoraj vseh vinih nahaja del H₂S in MeSH v 
nehlapni obliki brez vonja. Te molekule je možno enostavno sprostiti z redčenjem 
vina s slanico, kar bi lahko kazalo na to, da se te molekule nahajajo v kompleksih 
s kationi kovin Cu(II), Cu(I), Fe(II) ali Zn(II), ker vsi ti kompleksi (z izjemo Cu(I), ki 
še ni bil preučen), vrnejo H₂S in MeSH nazaj v hlapno obliko, če jih razredčimo s 
slanico[5]. 
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1.2 Metode za določevanje H₂S 
Za zaznavanje vodikovega sulfida je danes poznanih veliko različnih metod, niso 
pa vse najprimernejše za določevanje H₂S v vzorcih vina, saj se običajno 
uporabljajo pri bioloških vzorcih. Nekatere izmed teh metod so:[8] 
1.2.1 Kolorimetrična analiza z UV-Vis spektrometrijo 
Pri kolorimetrični analizi se H₂S detektira z UV-Vis spektrometrom po predhodni 
derivatizaciji. V tem primeru (slika 1) se H₂S adira na molekulo derivatizacijskega 
reagenta 2-[4-[bis(2-hidroksietil)amino]fenil]eten-1,1,2-trikarbonitrila preko C=C 
dvojne vezi, kar povzroči spremembo v UV-Vis absorpcijskem spektru. Reagent 
je imel pred reakcijo s H₂S v UV-Vis spektru močan vrh pri 527 nm, z večanjem 
koncentracije H₂S pa se vrh začne manjšati, kar omogoči kvantitativno določitev 
H₂S[9].  
Poleg tega se barva raztopine reagenta po reakciji s H₂S spremeni iz rdeče v 
brezbarvno, kar pomeni da je ta reagent možno uporabiti tudi kot indikator s 
katerim lahko s prostim očesom določimo prisotnost H₂S. Metoda je selektivna 
za detekcijo H₂S [9]. 
 
 
Slika 1: Derivatizacija H₂S z 2-[4-[bis(2-hidroksietil)amino]fenil]eten-1,1,2-trikarbonitrilom 
 
1.2.2 Detekcija kemiluminiscence 
Kemiluminiscenca je pojav, ko kemijska reakcija povzroči sevanje svetlobe. Za 
detekcijo H₂S je možno izkoristiti kemiluminiscenco, ki nastane kot posledica 
reakcije med luminolom in vodikovim peroksidom. Reakcijo katalizira encim 
peroksidaza, ki luminiscenco še dodatno ojača. Intenziteta kemiluminiscence je 
tesno povezana z aktivnostjo in koncentracijo tega encima[10]. 
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Različne koncentracije H₂S lahko povzročijo različno stopnjo deaktivacije 
peroksidaze, kar posledično pomeni določeno zmanjšanje intenzitete 
kemiluminiscence. Prednosti te metode so preprosta oprema, hitri reakcijski časi 
in nizka meja detekcije, omejena pa je z ozkim območjem linearne odvisnosti 
med koncentracijo H₂S in stopnjo deaktivacije peroksidaze[10]. 
 
1.2.3 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo 
Za določanje koncentracije H₂S je možno uporabiti tudi plinsko kromatografijo 
skupaj z masno spektrometrijo. Glavni problem te metode je potreba po 
standardu, ki bi omogočil kvantifikacijo H₂S. Trenutno je sicer kot standard na 
voljo devteriran vodikov sulfid (D₂S), ki pa se ne uporablja pogosto saj je zelo 
drag[11].  
Z zadnjih letih so odkrili, da je kot standard možno uporabiti tudi N₂O. Pri uporabi 
N₂O je bila metoda selektivna in natančna, vendar jo je možno uporabiti le v 
omejenem območju koncentracij H₂S (od 12.5 to 62.5 nmol/mL), koncentracija 
prisotnega CO₂ pa ne sme biti visoka, saj bi to vplivalo na kvantifikacijo H₂S[11]. 
 
1.2.4 Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti z masno 
spektrometrijo 
Kvantitativno in kvalitativno določevanje H₂S je možno izvesti tudi z uporabo 
tekočinske kromatografije visoke zmogljivosti v kombinaciji z masno 
spektrometrijo, kjer kot ionski izvor uporabljamo elektrosprej ionizacijo. Pri tej 
metodi je potrebno H₂S najprej derivatizirati z reagentom 2-jodoacetilanilidom (2-
IAN)[12].  
Reagent ni selektiven na H₂S ampak reagira z vsemi spojinami, ki vsebujejo 
tiolno funkcionalno skupino. H₂S je v vodi topen in se pri bazičnih pogoji (pH = 
9,5) deprotonira do HS‒ in S2‒. Ta dva iona lahko reagirata z 2-IAN, pri čemer 
nastane diacetanilid sulfid, ki ga lahko detektiramo preko tekočinske 
kromatografije in masnega spektrometra[12]. 
 
1.2.5 Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti z detekcijo 
fluorescence 
Ta metoda je zelo učinkovit način določevanja H₂S, saj ima dobro ponovljivost, 
visoko občutljivost in selektivnost ter zahteva majhno količino vzorca. Pred njeno 
izvedbo je nujno potrebna derivatizacija H₂S z enim izmed mnogih 
derivatizacijskih reagentov. Eden izmed teh reagentov je tudi N-(3-jodo-2-
oksopropil)piren metanamin (NIPM), ki ga bom v nadaljevanju tudi podrobneje 
opisal [8].  




Pojem kromatografija zajema več podobnih tehnik, ki omogočajo separacijo 
različnih molekulskih zvrsti iz zmesi. Kromatografijo je možno uporabljati tako v 
laboratoriju kot tudi na industrijskem nivoju[13]. 
Molekulske zvrsti, ki jih s kromatografijo ločujemo, se nahajajo v vzorcu, ki je 
sestavljen iz analitov in ozadja. Analiti so molekulske zvrsti, ki nas zanimajo, 
ozadje pa so ostale komponente v vzorcu[13].  
Na začetku kromatografske separacije se vzorec nahaja v mobilni fazi, ki teče 
mimo stacionarne faze. Stacionarna faza različne molekulske zvrsti zadrži 
različno dolgo časa in jih nato sprosti nazaj v mobilno fazo[13]. 
1.3.1 Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti (HPLC) 
Pri tekočinski kromatografiji visoke zmogljivosti je stacionarna faza pogosto 
vsebovana v koloni, ki je napolnjena z zelo majhnimi poroznimi delci s premerom 
od 1 do 5 µm. Tekoča mobilna faza, ki ji pravimo eluent, se pod pritiskom, ki ga 
ustvarja črpalka, premika po koloni[13].  
S tem ko se mobilna faza premika, lahko eluirane molekule, ki izhajajo iz kolone, 
zaznamo na različne načine. Te molekule se lahko od mobilne faze razlikujejo po 
določenih fizikalno-kemičnih lastnostih, kot so absorpcija UV svetlobe, lomni 
količnik, fluorescenca, molekulska masa in fragmentacija v masnem 
spektrometru. Detektor lahko takšne lastnosti zazna in jih spremeni v električni 
signal, ki ga predstavimo kot kromatogram. Ločene komponente zmesi, ki se 
eluirajo pri različnih časih, ki jim pravimo retencijski časi, so na kromatogramu 
prikazane kot posamezni vrhovi[13].  
Različni vrhovi pripadajo različnim komponentam, ki smo jih ločili od mešanice. 
Vrhovi so lahko med seboj zelo dobro ločeni, lahko pa so ločeni le delno. Lahko 
se zgodi tudi, da se nekatere spojine sploh ne ločijo[13].  
Vrhovi v kromatogramu imajo lahko različne višine in površine. Te lastnosti so 
odvisne od faktorjev kot so količina spojine v mešanici, število vnesenih vzorcev, 
in občutljivost detekcije. Ker so vrhovi odvisni od količine spojine, se lahko HPLC 
po pravilni kalibraciji uporablja tudi za kvantifikacijo snovi. Zaradi tega je HPLC 
postal odlična metoda za separacijo in kvantifikacijo spojin v zelo kompleksnih 
mešanicah[13]. 
HPLC je kot metoda sestavljen iz dveh delov: separacije analitov in ozadja ter 
zaznavanja in merjenja analitov. Proces separacije temelji na ravnotežju, ki se 
vzpostavi med molekulami, prisotnimi v mobilni fazi, in tistimi, ki se zadržujejo na 
stacionarni fazi[13].  
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Glede na naravo analitov je separacija odvisna od izbire kromatografske kolone 
in mobilne faze. Za detektiranje analitov se uporablja enega ali več detektorjev, 
katerih občutljivost, selektivnost in stabilnost so poglavitnega pomena za 
uspešnost HPLC analize[13].  
 
Izbira kolone 
Kolona je eden izmed glavnih delov HPLC kromatografije, njena izbira pa 
odločilno vpliva na uspeh analize. Obstaja veliko različnih vrst, ki se med seboj 
razlikujejo po naravi stacionarne faze, tipu faze, fizikalnih lastnostih delcev, 
dimenzijah kolone, po sami mehanski konstrukciji itd. Kolono se izbere glede na 
tip HPLC separacije, razpoložljivost opreme, zahteve analize in skladno z drugimi 
informacijami, ki so na voljo[13]. 
 
Izbira mobilne faze 
Pri vseh HPLC analizah je izbira mobilne faze ključnega pomena, saj vpliva na 
uspešnost separacije. Topila so izbrana glede na tip HPLC, naravo analitov, 
izbrano stacionarno fazo, željen pretok skozi kolono, pa tudi glede na vrsto 
detektorja, ki ga bomo uporabili za določanje analitov[13]. 
Topila uporabljena pri HPLC, so lahko čiste spojine kot so voda, etanol, 
acetonitril, tetrahidrofuran, heksan ali diklorometan, vendar se pogosteje 
uporablja mešanice, v katerih so včasih v majhnih koncentracijah prisotni tudi 
dodatki, kot so soli, kisline in baze, ki dajo mobilni fazi željen pH in ionsko moč[13]. 
 
Izbira detektorja 
Specifične lastnosti detektorjev predstavljajo določene omejitve pri analizi 
danega vzorca. Izbira detektorja je med drugim odvisna od[13]: 
1. Razpoložljivosti detektorja: tudi če imamo na razpolago vse detektorje, 
lahko na izbiro vpliva cena uporabe in vzdrževanja[13]. 
 
2. Namena analize: vsi detektorji so narejeni tako, da omogočajo 
kvantitativne meritve, vendar vsi ne omogočajo kvalitativnih meritev (na 
primer detektor na lomni količnik). Pomembno vlogo igra tudi željena 
natančnost analize[13]. 
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3. Zmogljivosti detektorja: nekatere detektorje lahko uporabljamo za večino 
analitov (so univerzalni), spet drugi so specifični (na primer detektorja za 
radioaktivnost in kiralnost). Detektorji se razlikujejo tudi po občutljivosti, 
stabilnosti signala, frekvenci (število meritev na časovno enoto), 
odpornosti na kisline in baze v mobilni fazi, možnosti souporabe z 
drugimi detektorji, zmožnosti zagotavljanja kvalitativnih informacij itd[13]. 
 
4. Lastnosti analitov: lastnosti analitov so ključnega pomena pri izbiri 
detektorja. Fizikalne in kemijske lastnosti analitov, kot tudi razlike od 
ostalih komponent v vzorcu in mobilni fazi morajo biti pred izbiro dobro 
poznane. Pogosta je uporaba derivatizacije, s katero spremenimo 
začetne lastnosti analita tako, da ga lahko zaznamo s specifičnim 
detektorjem[13]. 
 
5. Tipa eluacije (izokratska ali gradientna): pogosto je sicer ravno obratno - 
tip detektorja, ki je na voljo, odloča ali bomo uporabili izokratsko ali 
gradientno eluacijo. Nekatere detektorje, kot je na primer detektor na 
lomni količnik, se lahko uporablja le z izokratsko elucijo, pri nekaterih pa 
pri gradientni eluciji obstajajo določene omejitve, običajno glede mobilne 
faze[13]. 
 
6. Lastnosti mobilne faze: fizikalne in kemijske lastnosti mobilne faze je 
treba nujno upoštevati pri izbiri detektorja. Včasih izbira mobilne faze že 
sama po sebi določi, kateri detektor bomo uporabili[13]. 
 
7. Stabilnosti in zanesljivosti detektorja: nekateri detektorji, kot na primer 
tisti, ki temeljijo na absorpciji UV svetlobe, so zelo stabilni in zanesljivi, 
spet drugi so bolj dovzetni za težave, ki so lahko odvisne od starosti 
inštrumenta, proizvajalca, okoljskih in drugih dejavnikov[13]. 
 
8. Enostavnosti uporabe in vzdrževanja: nekateri detektorji zahtevajo več 
posebnega vzdrževanja, kot tudi več vloženega truda za vzpostavitev 
ustreznih delovnih pogojev. Spet drugi so zelo enostavni in spreminjanje 
nastavitev za njihovo delovanje ni potrebno. Prednosti takih detektorjev je 
treba pretehtati proti potencialnim slabostim takih detektorjev kot sta 
zmanjšana občutljivost in pomanjkanje kvalitativnih informacij[13]. 
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Poznamo več različnih tipov HPLC. Nekateri so si med sabo zelo podobni, spet 
drugi se med seboj zelo razlikujejo. Razlike med njimi so v naravi stacionarne in 
mobilne faze, tipu interakcije, ki naj bi vodila do separacije, razpona koncentracij 
različnih topil v mobilni fazi itd[13].  
Najpogosteje uporabljeni tip HPLC je reverzno-fazni HPLC (RP-HPLC). Ta tip 
kromatografije se izvaja na nepolarni stacionarni fazi, mobilna faza pa je polarna. 
Eno od možnih stacionarnih faz za ta tip naredijo tako, da na silikagel kemijsko 
vežejo dolge verige ogljikovodikov (npr. C18), ki so zelo hidrofobne narave. 
Mobilna faza pri RP-HPLC je običajno mešanica organskega topila (acetonitril, 
metanol, izopropanol,…) in vode, včasih pa se vanjo doda tudi manjše količine 
pufra. Analiti z bolj hidrofobnim značajem se na stacionarni fazi zadržijo dlje časa 
(in imajo posledično daljši retencijski čas) kot analiti z manj hidrofobnim 
značajem[13]. 
HPLC tehnike se med seboj razlikujejo tudi po drugih značilnostih. Ena izmed 
takih značilnosti je sestava mobilne faze med separacijo. Če je sestava 
konstantna, gre za izokratsko HPLC, če se sestava mobilne faze spreminja, pa 
gre za gradientno HPLC. Gradientna izvedba omogoča spreminjanje polarnosti 
in/ali pH mobilne faze med samo separacijo, kar poveča vsestranskost HPLC [13].  
Razlike so lahko tudi v velikosti delcev v kromatografski koloni, temperaturi, pri 
kateri se kromatografija izvaja, in namenu kromatografije (analitska, 
semipreparativna, preparativna HPLC) [13]. 
  




Fluorescenca je rezultat trostopenjskega procesa, ki se pojavi pri določenih 
molekulah (predvsem pri poliaromatskih ogljikovodikih in heterocikličnih 
molekulah), ki jim pravimo fluorofori oziroma fluorescenčna barvila. Te molekule 
emitirajo svetlobo (fluorescirajo) po predhodni absorpciji vzbujevalne svetlobe. 
Proces, zaradi katerega fluorofori fluorescirajo, prikazuje diagram Jablonskega 
(slika 2)[13],[14]. 
1.4.1 Stopnja 1: vzbujanje 
Foton z energijo hνEX, ki ga dovedemo z nekim zunanjim virom, na primer z 
navadno žarnico ali laserjem, se absorbira v fluoroforu, s čimer povzroči, da 
elektron v fluoroforu preide v vzbujeno singletno stanje (S1'). Po tem se 
fluorescenca razlikuje od kemiluminiscence, pri kateri je vzbujeno stanje 
posledica kemijske reakcije[14]. 
1.4.2 Stopnja 2: vzbujeno stanje 
Elektron je v vzbujenem stanju le določen čas (običajno 1 do 10 nanosekund). V 
tem času je fluorofor podvržen spremembam konformacije ter številnim možnim 
interakcijam z molekulami okoli njega. Ti procesi imajo dve pomembni 
posledici[14]: 
1. Energija S1' se deloma razprši, zaradi česar pride elektron v bolj 
sproščeno singletno stanje (S1), iz katerega potem izvira sevanje 
fluorescenčne svetlobe[14]. 
  
Slika 2: Diagram Jablonskega (povzeto po viru 14) 
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2. Vse molekule, ki so bile v stopnji 1 vzbujene z absorpcijo, se ne vrnejo v 
prvotno stanje (S0) s sevanjem fluorescenčne svetlobe. Elektron lahko 
energijo izgubi zaradi drugih procesov, kot so dušenje preko trkov, 
neradiativni prenos energije iz vzbujene molekule na drugo molekulo in 
medsistemski prehod[14]. 
 
V kakšni meri prihaja do fluorescence izrazimo z relativnim merilom, ki ga 
imenujemo kvantni izkoristek fluorescence. Vrednost kvantnega izkoristka 
dobimo iz razmerja med številom oddanih fluorescenčnih fotonov in številom 
absorbiranih fotonov[14]. 
1.4.3 Stopnja 3: oddajanje fluorescenčne svetlobe 
Pri tej stopnji fluorofor odda foton z energijo hνEM, zaradi česar se energija 
fluorofora vrne na začetno stanje (S0). Zaradi oddajanja energije v vzbujenem 
stanju (stopnja 2), je energija tega fotona nižja od energije fotona, ki smo ga 
uporabili za vzbujanje. Posledično ima ta foton daljšo valovno dolžino. Razliko v 
energiji oziroma valovni dolžini, ki jo prikažemo kot (hνEX ‒ hvEM) imenujemo 
Stokesov premik. Stokesov premik je poglavitnega pomena za občutljivost 
fluorescenčnih tehnik, saj lahko vzbujevalne fotone enostavno ločimo od 
emitiranih, posledično pa je za zaznavo fluorescence potrebno majhno število 
emitiranih fotonov[14].  
1.4.4 Fluorescenčni spekter 
Celotni proces fluorescence je cikličen. Ista molekula fluorofora lahko večkrat 
preide v vzbujeno stanje in je ob vrnitvi v osnovno stanje zaznana, razen v 
primeru, ko se molekula v vzbujenem stanju ireverzibilno spremeni. To se lahko 
zgodi, kadar je intenziteta svetlobe, ki jo dovajamo, previsoka[14]. 
 
Slika 3: Fluorescenčni vzbujevalni in emisijski spekter fluorofora na katerem je prikazana vzbujevalna 
svetloba treh različnih valovnih dolžin ter intenzitet (EX 1, EX2, EX 3) in pripadajoče intenzitete in valovne 
dolžine emitirane svetlobe (EM 1, EM 2, EM 3) (povzeto po viru 14)   
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Dejstvo, da lahko ena sama molekula fluorofora proizvede na tisoče fotonov, ki 
jih lahko zaznamo, je poglavitnega pomena za visoko občutljivost fluorescenčnih 
metod. Pri večatomnih molekulah in raztopinah se energijo oziroma valovno 
dolžino vzbujevalne in emitirane svetlobe namesto z elektronskimi premiki (hνEX 
in hvEM), predstavi s širokim energijskim spektrom, ki ga imenujemo fluorescenčni 
vzbujevalni spekter in fluorescenčni emisijski spekter (slika 3)[14]. 
Zaradi delne izgube energije v vzbujenem stanju je pri enakih pogojih profil 
fluorescenčnega emisijskega spektra neodvisen od valovne dolžine vzbujevalne 
svetlobe, intenziteta oddane svetlobe pa je proporcionalna amplitudi 
fluorescenčnega vzbujevalnega spektra pri neki izbrani valovni dolžini, kar je 
razvidno tudi iz slike 3[14].  
1.4.5 Intenziteta fluorescence 
Intenziteta fluorescence je količinsko odvisna od istih parametrov kot 
absorbanca, ki je definirana z Beer-Lambertovim zakonom kot produkt 
molarnega ekstinkcijskega koeficienta, dolžine optične poti in koncentracije 
raztopine. Intenziteta je odvisna tudi od fluorescenčnega kvantnega izkoristka 
barvila in intenzitete vira vzbujanja[14]. 
V razredčenih raztopinah in suspenzijah je intenziteta fluorescence linearno 
sorazmerna s temi parametri. Ko absorbanca vzorca preseže 0,05 pri 1 cm 
optične poti, pa intenziteta s temi parametri ni več linearno sorazmerna, same 
meritve pa so lahko napačne zaradi samoabsorpcije. Ker je določanje količine 
fluorescence odvisno od inštrumenta, so fluorescenčni standardi bistvenega 
pomena za kalibracijo meritev[14]. 
1.4.6 Detektor fluorescenčne svetlobe 
Intenziteta fluorescence se meri s pomočjo občutljivih detektorjev fluorescenčne 
svetlobe (FLD), ki generirajo električni signal glede na njeno intenziteto. Električni 
signal je odvisen od kalibracijske konstante inštrumenta. Izhodni signal je podan 
v enotah luminiscence ali svetlobe (LU - luminscence/light units). To so arbitrarne 
enote, ki so proporcionalne intenziteti fluorescence, a specifične za merilni 
inštrument[13]. 
Podobno kot pri UV-Vis detekciji, se fluorescenca meri v pretočni celici, v katero 
priteka eluent iz kromatografske kolone. V sodobnih detektorjih fluorescence za 
HPLC je vir vzbujevalne svetlobe pogosto močna žarnica z določenim številom 
bliskov na sekundo ali pa laserji, ker so zelo monokromatski in lahko svetlobo 
fokusirajo na majhen volumen[13].  
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Pri HPLC se fluorescenčna detekcija uporablja zelo pogosto. Glede na naravo 
snovi, ki jo analiziramo, se meja detekcije s FLD, giblje med 10‒2 in 10‒3 ng/mL, 
z linearno odvisnostjo znotraj štirih velikostnih razredov. Različne karakteristike, 
povezane z mobilno fazo, ko so pH, narava topila, temperatura, prisotnost 
nečistoč in hitrost toka, lahko povzročijo motnje fluorescence. Kljub temu se 




Pred HPLC-FLD analizo je derivatizacija H₂S nujno potrebna, saj je neposredna 
detekcija H₂S otežena[8]. 
Derivatizacija vključuje spremembo osnovnih kemijskih in fizikalnih lastnosti 
spojine, običajno v en končni produkt, ki ima boljše lastnosti za analizo kot 
originalni analit. Spremembe v osnovni strukturi analita lahko izboljšajo obliko 
vrhov na kromatogramu, čas elucije, simetrijo vrhov, izkoristek, število teoretskih 
podov itd. Najbolj pogost tip derivatizacije vključuje modifikacijo kemijske 
strukture začetne spojine tako, da nanjo pripnemo nek molekulski fragment preko 
funkcionalne skupine[15]. 
Derivatizacija je pogosto potrebna pri detekciji analita s fluorescenco, saj je nabor 
molekul, ki fluorescirajo, dokaj omejen. S pomočjo derivatizacije na analit 
dodamo kromofore ali fluorescirajoče enote in tako omogočimo zaznavo analita 
s FLD detektorjem[16]. 
Za derivatizacijo H₂S je bilo razvitih veliko derivatizacijskih reagentov med 
drugimi tudi monobromobiman (MBB), njegov izomer 3-(bromometil)-2,6,7-
trimetil-1H,5H-pirazolo[1,2-a]pirazol-1,5-dion (MMB) in 2-jodoacetilanilid (2-IAN) 
[8]. 
Na žalost imajo ti reagenti nekaj pomanjkljivosti. MBB in 2-IAN sta zaradi 
fotodegradacije nestabilna, zaradi česar je potrebna izvedba derivatizacije v temi, 
čas derivatizacije pa je zelo dolg. Poleg tega ti reagenti ne omogočajo selektivne 
analize H₂S vzorcih s kompleksnimi ozadji, ki vsebujejo tudi druge tiolne 
spojine[8].  
V zadnjih desetletjih so se luminogeni na osnovi emisije, inducirane z agregacijo 
(AIEgens), ki v agregirani obliki intenzivno oddajajo svetlobo, izkazali kot odlični 
kandidati za derivatizacijske reagente za derivatizacijo H₂S. Bili so navdih za 
razvoj in sintezo poceni AIE aktivnega fluorescirajočega derivatizacijskega 
reagenta N-(3-jodo-2-oksopropil)piren metanamina (NIPM), s katerim je možno 
selektivno določevati H₂S[8]. 
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2 Namen dela 
Namen diplomskega dela je bil opisati različne metode za določevanje H₂S, 
osredotočil pa sem se predvsem na opis metode, pri kateri se za določevanje 
uporablja derivatizacijski reagent N-(3-jodo-2-oksopropil)piren metanamin. 
(NIPM). 
Ta metoda temelji na derivatizaciji H₂S z NIPM reagentom, saj lahko H₂S-NIPM 
derivat zaznamo z detektorjem fluorescence. V nadaljevanju bom predstavil 
postopek sinteze tega reagenta, njegove lastnosti, potek derivatizacije H₂S in 
uporabo tega reagenta za določanje koncentracije H₂S v vinih z uporabo 
tekočinske kromatografije visoke zmogljivosti z detekcijo fluorescence. 
 




3.1 Sinteza N-(3-jodo-2-oksopropil)piren metanamina 
Sintezo NIPM (slika 4) sestavljata dve reakciji. Najprej poteče nukleofilna 
substitucija na α-ogljikovem atomu 1,3-dibromoacetona, pri kateri reagirata ena 
molekula 1,3-dibromoacetona in ena molekula 1-pirenmetilamina, nastane pa 
intermediat N-(3-bromo-2-oksopropil)piren metanamin (NBPM). Po dodatku NaI 
ponovno poteče nukleofilna substitucija, pri kateri se bromov atom v molekuli 
NBPM zamenja z jodovim, da dobimo N-(3-jodo-2-oksopropil)piren metanamin. 
 
Slika 4: Sinteza NIPM 
Raziskovalci so v prvem koraku pripravili intermediat NBPM. 1-pirenmetilamin so 
raztopili v acetonitrilu pri temperaturi ledene kopeli. Nato so dodali brezvodni 
piridin in v acetonitrilu raztopljen 1,3-dibromoaceton, ki je bil z 1-
pirenmetilaminom v molskem razmerju 1,2:1. Reakcijsko zmes so mešali 1,5 ure 
pri 0 °C, nato pa še 6 ur pri sobni temperaturi [8]. 
V drugem koraku so po končani reakciji v zmes dodali NaI v prahu (v molskem 
razmerju 1:1 z 1-pirenmetilaminom). Zmes so nato segreli in jo med mešanjem 
refluktirali 5 ur. Po ohlajanju na sobno temperaturo so oborino od zmesi ločili s 
filtracijo. Oborino so nato trikrat sprali z vodo in posušili v pečici pri 60 °C. Čisti 
produkt so dobili po treh prekristalizacijah iz acetonitrila. Izkoristek reakcije je bil 
80 %.[8].  
 
3.2 Proces derivatizacije 
Derivatizacija H₂S za potrebe HPLC-FLD analize je prikazana na sliki 5. Pri 
povišanem pH se H₂S deprotonira do S2‒. Za tem pride do nukleofilne substitucije 
v molekuli NIPM, pri kateri dve molekuli NIPM reagirata z S2‒ ionom, končni 
produkt pa je H₂S-NIPM derivat, ki ga lahko zaznamo s FLD detektorjem. 
Derivatizacijo so raziskovalci izvedli tako, da so raztopino NIPM in raztopino 
vzorca (v razmerju 1:2) dali v stekleničko ter zmes 1 minuto mešali. Zmes so nato 
postavili v vodno kopel pri 50 °C za 20 minut.   
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Po filtraciji skozi membranski filter iz najlona, so derivatizirani vzorec prenesli v 
drugo stekleničko in ga razredčili z deionizirano vodo (do volumskega razmerja 
3:10 med derivatiziranim vzorcem in končnim volumnom). Nato so izvedli HPLC-
FLD analizo vzorca[8].  
 
Slika 5: Shema derivatizacije H₂S z NIPM 
 
3.3 HPLC-FLD analiza 
Pri kromatografiji so za stacionarno fazo uporabili n-oktadecilsilan ter dve različni 
mobilni fazi. Mobilna faza A je vsebovala 5 % acetonitrila, z 0,1 % metanojske 
kisline, ter 95 % vode. Mobilna faza B je vsebovala le acetonitril z 0,1 % 
metanojske kisline. Pred nadaljnjo uporabo so obe mobilni fazi prefiltrirali skozi 
0,45 µm membranski filter iz najlona[8]. 
HPLC so izvajali z gradientno elucijo. Od 0 do 5 minut se je sestava spremenila 
od 75 do 95 % B mobilne faze, nato pa je do konca (še 3 minute) ostala 
nespremenjena. Valovno dolžino vzbujevalne in emitirane svetlobe so opazovali 
v območju med 200 in 600 nm. Do najmočnejšega vzbujanja je prišlo, ko je imela 
vzbujevalna svetloba valovno dolžino 375 nm (slika 6A), emitirana svetloba pa je 
imela največjo intenziteto pri 475 nm (slika 6B)[8].  




Slika 6: Fluorescenčni emisijski spekter z NIPM derivatiziranih tiol-vsebujočih spojin (cistein) (A) in H₂S (B) 
(povzeto po viru 8) 
 
 
Slika 7: Kromatogram z NIPM derivatiziranega H₂S (A) in drugih tiol-vsebujočih spojin (cistein) (B), ko je 
maksimalna valovna dolžina emitirane svetlobe nastavljena na 475 nm (povzeto po viru 8)  
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Nato so izvedli še identifikacijo H₂S-NIPM derivata z masnim spektrometrom. Kot 
ionski izvor so uporabili elektrosprej ionizacijo[8].  
Primerjali so tudi emisijski spekter H₂S-NIPM derivata in drugih spojin, ki 
vsebujejo tiolno skupino (slika 4). Kot je razvidno iz grafa, ima emitirana 
fluorescnenčna svetloba drugih spojin, derivatiziranih z NIPM, ki vsebujejo tiolno 
skupino (predstavnik je bil v tem primeru cistein), maksimalno intenziteto pri 
valovni dolžini 375 nm, z NIPM derivatizirani H₂S pa jo ima pri valovni dolžini 475 
nm. Posledično pri HPLC-FLD analizi ne vidimo kromatografskih vrhov spojin, ki 
vsebujejo tiolno skupino, če je maksimalna valovna dolžina emitirane svetlobe 
nastavljena na 475 nm (slika 7). S tem se še dodatno poveča selektivnost 
detekcije[8]. 
 
3.4 Optimizacija derivatizacije  
Učinkovitost derivatizacije in občutljivost same metode je precej odvisna od 
pogojev, pri katerih poteče derivatizacija z uporabo NIPM. Na učinkovitost vpliva 
količina NIPM, pH vrednost, temperatura, pri kateri poteka derivatizacija, in čas 
derivatizacije[8]. 
Raziskovalci so pri eksperimentih kot vzorec za optimizacijo derivatizacije 
uporabili rdeče vino, ki so mu nato dodali standardno raztopino Na₂S. Ker je 
sestava vina veliko bolj kompleksna, kot sestava standardne raztopine, in lahko 
NIPM reagira ne le s H₂S, ampak tudi z drugimi spojinami v vinu, ki vsebujejo 
tiolno funkcionalno skupino, je bilo nujno, da so pri poizkusih vedno dodali 
presežno količino NIPM s čimer so zagotovili čim višjo učinkovitost in ponovljivost 
poizkusa[8].  
3.4.1 Vpliv količine NIPM na maksimalno intenziteto emitirane svetlobe 
Raziskovalci so testirali vpliv količine NIPM na maksimalno intenziteto emitirane 
svetlobe od dvakratnega do sedemkratnega množinskega razmerja med NIPM 
in Na₂S. Kot je razvidno iz slike 8A, maksimalna intenziteta narašča od 
dvakratnega do petkratnega množinskega razmerja, nato pa se ustali, kar 
nakazuje na to, da je maksimalna učinkovitost derivatizacije dosežena pri 
petkratni množini NIPM. V nadaljnjih eksperimentih so uporabljali šestkratno 
množino NIPM, s čimer so zagotovili, da se je derivatiziral ves Na₂S, ki so ga 
dodali vinu[8]. 
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3.4.2 Vpliv pH na maksimalno intenziteto emitirane svetlobe 
pH je eden izmed glavnih faktorjev, ki vplivajo na potek derivatizacije, saj je od 
vrednosti pH odvisna stopnja disociacije H₂S. Kot šibka kislina ima prosti H₂S, 
raztopljen v vodnih raztopinah, dve konstanti kisline pKa. Prva znaša 7,02±2, 
druga pa 19±2[8]. 
Pri pH vrednosti 7,4 je bil pri eksperimentu sulfid prisoten v obliki prostega H₂S, 
pri pH vrednosti 9,5 pa je bil večinoma prisoten v obliki HS‒. V bazičnih pogojih 
je derivatizacija z NIPM lahko potekla, kar je omogočilo njegovo zaznavo (slika 
8B). Za doseganje optimalnih bazičnih pogojev so raziskovalci uporabili pufrno 
raztopino, ki je bila mešanica natrijevega hidroksida in dinatrijevega tetraborata. 
Pri bolj bazičnih pogojih pride do rahlega padca maksimalne intenzitete emitirane 
svetlobe, saj se pri teh pogojih HS‒ reducira[8]. 
3.4.3 Vpliv reakcijskega časa na maksimalno intenziteto emitirane 
svetlobe 
Reakcijski čas je eden izmed glavnih faktorjev, ki vplivajo na izkoristek 
derivatizacije. Raziskovalci so primerjali reakcijske čase od 5 do 60 minut. 
Ugotovili so, da je bila največja intenziteta dosežena po petnajstih minutah 
derivatizacije. Z daljšanjem reakcijskega časa se maksimalna intenziteta ni 
bistveno spremenila (slika 8C). Ti rezultati kažejo tudi na to, da je derivat H₂S-
NIPM obstojen pri običajnih laboratorijskih pogojih. Pri nadaljnjih meritvah so, 
zaradi večje zanesljivosti, uporabljali 20 minutni čas derivatizacije[8].  
  
Slika 8: Grafi, ki prakazujejo vpliv količine NIPM (A), pH (B), reakcijskega časa (C), in temperature (D) na 
maksimalno intenziteto emitirane svetlobe (povzeto po viru 8) 
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3.4.4 Vpliv temperature na maksimalno intenziteto emitirane svetlobe 
Vpliv temperature so raziskovalci opazovali v območju od 25 do 70 °C. Ugotovili 
so, da se maksimalna intenziteta svetlobe, ki jo emitira Na₂S-NIPM derivat, 
povečuje od 25 do 50 °C. Višanje temperature nad 50 °C na učinkovitost 
derivatizacije vpliva negativno, kot je razvidno iz slike 8D. V nadaljnjih 
eksperimentih so zato derivatizacijo izvedli pri 50 °C[8]. 
 
3.5 Stabilnost 
Stabilnost NIPM, kot tudi stabilnost H₂S-NIPM derivata lahko signifikantno vpliva 
na ponovljivost in točnost kvantifikacije H₂S. Raziskovalci so H₂S-NIPM derivat 
hranili pri temperaturi 4 °C in ga vsakih 24 ur analizirali s HPLC-FLD. Ugotovili 
so, da je derivat pri takih pogojih stabilen 1 teden (derivat in reagent so smatrali 
kot stabilna, dokler so bile razlike v intenziteti vrhov manjše od 5 %)[8]. 
 
3.6 Validacija metode 
Za validacijo te metode so raziskovalci izvedli vrsto eksperimentov, s katerimi so 
med drugim določili tudi mejo detekcije, mejo kvantifikacije in izkoristek. Za 
določevanje teh parametrov so uporabili vzorce rdečega vina ter mešanice piva 
in vina, ki so jim dodali določeno količino standarda Na₂S. Vse eksperimente so 
izvedli trikrat. Mejo zaznave in kvantifikacije za rdeče vino so določili pri 0,25 
nmol/L in 0,80 nmol/L, za mešanico piva in vina pa pri 0,30 nmol/L in 0,95 nmol/L. 
Izkoristek pri določevanju H₂S v rdečem vinu se je gibal med 94 % in 99 %, pri 






OPOMBA: Sprva je bilo mišljeno, da bi v okviru diplomske naloge tudi sam 
izvedel sintezo NIPM ter na njem izvedel še nekaj reakcij. Izvedba teh 
eksperimentov na žalost zaradi izjemnih okoliščin (pandemija COVID-19) ni bila 
možna v za to predvidenem časovnem obdobju, zaradi česar sva se z mentorjem 
dogovorila, da bo diplomska naloga zgolj teoretična. 




H₂S ima zelo slab vpliv na kvaliteto vin, zato je zanesljiva metoda za njegovo 
določevanje nujno potrebna. Za njegovo določevanje obstaja veliko različnih 
metod, ena izmed najbolj zanesljivih pa je tekočinska kromatografija visoke 
zmogljivosti z detekcijo fluorescence. Za uspešno izvedbo te analize je, poleg 
izbire prave stacionarne in mobilne faze, nujna derivatizacija H₂S, s katero 
omogočimo zaznavanje z detektorjem fluorescence.  
Za derivatizacijo imamo na voljo več različnih derivatizacijskih reagentov, ki pa 
imajo določene pomanjkljivosti in slabosti, izmed katerih je najpomembnejša ta, 
da ne omogočajo selektivne analize H₂S. Kot potencialni kandidati za nov 
derivatizacijski reagent so se izkazali nedavno odkriti luminogeni na osnovi 
emisije, inducirane z agregacijo.  
To je vodilo do razvoja in sinteze novega derivatizacijskega reagenta NIPM, ki 
omogoča selektivno določevanje H₂S brez interferenc drugih spojin, ki vsebujejo 
tiolne skupine. Reagent je poceni, stabilen pri sobnih pogojih, ima v primerjavi z 
drugimi metodami nižjo mejo zaznave, ki se giblje okoli 0,30 nmol/L, poleg tega 
pa ima tudi zelo dober izkoristek, ki se giblje nad 93 %. S to metodo so 
raziskovalci uspešno določili količino H₂S v rdečem vinu in mešanici vina in piva, 
možno pa bi jo bilo uporabiti tudi za določevanje H₂S v hrani in pijači. 
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